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論 文 内 容 要 旨
序論
チ ロシナーゼ(EC1.14.18.1)は 多 くの生物 に普遍的に存在す る酸化還元酵素で、生体防
御物質の1つ であるメラニン形成の初発反応であるL一チロシンか らL一ドーパ への酸素添加
反応 とそれ に続 くレ ドーパか ら ドーパキノンへの酸化反応の2つ の反応 を触媒する酵素で
ある(Fig,1)。 ドーパキ ノンか らその後の反応は自然酸化 によって起 こるため、チロシナ
ーゼはメラニ ン形成のキーエンザイムであると言える。チ ロシナーゼ は活性 中心 にサ ブユ
ニ ッ ト1モルあた り2g原 子の銅 を含有 している銅 タンパ ク質で、基質 との反応 はこの2つ
の銅原子の酸化還元 によって起 こる。
.Aspergfllusoryzaeチ ロシナーゼは酒粕 を褐変化 させる原因酵素 として見つか った酵素
で、A,oryzaε 菌体内で活性 を持たな いプロチ ロシナーゼ の形で生産 され、プロチロシナ
ーゼか ら活性 を持つチ ロシナーゼへの移行はpH3 .0の酸処理 を経る ことによって起 こる
という他のチ ロシナーゼ には類を見ないユニー クな性質を持 っている。哺乳類 のチロシナ
ーゼにおいてはアル ビノ体の解析 と関係 して遺伝子 レベル における研究が盛んに行われて
きた。 しか し、チ ロシナーゼ にお いて酵素分子 レベル における活性 中心構造 に焦点 を当て
た研究例は数少な い。
近年、チ ロシナーゼと同 じ銅 タンパ ク質であ り、同 じタイプIII銅を持つヘモシアニ ンの
X線 結晶構造解析がな され、 これ により、チロシナーゼの活性中心構造 において多 くの知
見を得る ことが出来るようになった。ヘモシアニ ンの活性 中心内の2つ の銅原子はそれぞ
れ3つ の ヒスチ ジン残基 によって配位 されている(Fig.2)。 チ ロシナーゼ にお いて もタンパ
ク質1次 構造 における相同性か らヘモ シアニンと同様な銅原子配位構造が推定 されてい
る。そ こで本研究 においてはA.oryzaeチ ロシナーゼ の活性 中心構造 に注 目し、さらにチ
ロシナーゼ の活性 中心内の銅原子 に焦点 を当て、その配位構造 を明 らか にす ることを目的
とした。
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第1章A.oryzaeチ ロ シナー ゼ の銅 原子 配位 ア ミ ノ酸 残基 の推 定
X線 結 晶構 造 解 析 に よ り決定 された ヘモ シアニ ンの立 体構 造 によ る とヘモ シアニ ンの活
性 中心 内 の2つ の銅原 子 はそ れぞ れ3つ の ヒスチ ジ ン残基 によ って配位 され て い る(Fig.
2)。 今 の と ころ.A,oζyzaeチ ロシナ ーゼ はヘ モ シア ニ ンの タ ンパ ク質1次 構造 との相 同性 か
ら同様 な活 性 中心構 造 を維 持 して いる と推 定 され て いる。 そ こでA.oryzaecDNAラ イ ブ
ラ リーか ら単離 され たA.oryzaeプ ロチ ロ シナー ゼcDNA(me10)を 用 いてA.oryzaeプ ロ
チ ロ シナー ゼ 内 の全 て の ヒス チ ジ ン残 基 を部 位特 異 的変 異 の手 法 を用 いて ア スパ ラギ ン残
基 に変 異 す る こ とに よ り、銅 原 子 を配 位 す る ヒスチ ジ ン残基 の推 定 を行 う こ とに した 。作
製 され た そ れぞ れ の変 異me10を 酵 母 発現 プ ラス ミ ドPG3に 導入 し、 プ ロチ ロ シナ ー ゼ発
現 プ ラス ミ ドPGTYを 作製 し、 これ を用 いてSaccわaromycθscerev:f3faeYPH250を 形 質
転換 し、 変異 酵 素 を発現 させ た 。そ れ ぞれ 変 異酵 素 をpH3.0の 酸 処理 によ る活性 化 を行
い、チ ロ シナ ーゼ 活性 を測定 した(Table1)。 そ の結果 、His63Asn、His84Asn、
His93Asn、His290Asn、His294Asn、His332Asn、His333Asnの 変 異 チ ロ シナーゼ に
お いて はそ れぞ れ チ ロシナー ゼ活 性 が 完全 に消失 した 。
また 、!>εurosporacrassaチ ロシナー ゼ にお いて 活性 化 に関与 し、 ヒスチ ジ ン残 基 とチ
オ エー テ ル結 合(Fig.3)を 形成 す る と報告 されて いる活 性 中心 近傍 のCys94に 相 当 し、A.
oryzaeプ ロチ ロ シナー ゼ 内の チ オエ ーテ ル結 合可 能 なCys82、Cys334の2残 基 につ い
て も検 討 を行 っ た。 それ ぞれ 、 ア ラニ ン残 基 に変 異 した プ ロチ ロ シナー ゼ をS,cerevfsfae
YPH250を 宿 主 と して 同様 に発 現 させ た。 酸 処理 によ る活 性化後 、 チ ロシナー ゼ の活 性
測定 を行 った 。そ の 結果 、Cys334Alaに お いて は チ ロ シナー ゼ活性 の大 き な損失 が見 られ
な か った が 、Cys8£Alaに お いて は、 チ ロシナー ゼ活 性 が完 全 に失 われ て いた(Table1)。
他 の生 物 由来 のチ ロ シナー ゼ と1次 構造 を比較 した ところ 、 これ らの 活性 を失わ せ る ヒ
ス チ ジ ン残 基 は 全て 保存 され た 領域 に存 在 して いた(Fig.4)。 この こ とか ら、 これ らの残
基 が活 性 中心 内 の銅 原子 配位 に深 く関 わ って いる こ とが 推定 され た。 また 、2つ の銅原 子
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の うちN末 端側 の もの をCuA、C末 端 側 の もの をCuBと 命 名 した とき、 ペモ シアニ ンの タ
ンパ ク質1次 構 造 との相 同性 か らCuAは 、63、84、93の3残 基 の ヒスチ ジ ン残基 が 、CuB
には290、294、333の3残 基 ヒス チ ジ ン残基 のほか 、本 研 究 で見 出 され た332の ヒスチ ジ
ン残基 の4残 基 が銅 の配 位 に関与 して いる ことが推 定 され た。 また、A.oη 曙aθ チ ロシナ
ーゼ はチオ ー ル の修飾 剤で あるパ ラ クロ ロメル ク リ安 息香 酸(PCMB)に よって 失活す る こ
とか ら、Cys82は 遊i離の状態 で活性 中心 に深 く関与 して い る ことが 考 え られ た。
第2章 君scねerfchfaco11を 宿主 と したme10遺 伝 子 の大 量発 現 系の 構築 と精 製 系 の確 立
(1)me10遺 伝子の大量発現系の構築
活性 中心構造のさ らなる解析を行 うためには多 くの精製酵素が必要 とされる。そ こで、
加θノ0の大量発現並びに効率の良 い精製方法の確立 を目的 として、旦coガ を宿主 とした発
現系の構築を行 った。me10をpET32aのT7プ ロモーターの下流に連結 した発現プラスミ
ドpETYを 作製 した。 これを用いてEco1BL21(DE3)を 形質転換 した。 このpEr32a発 現
システムは、発現産物のN末 端部位 に可溶化量上昇 のためのチオ レドキ シンのC末 端部位
が融合 され、チオ レドキ シン融合体 として発現 され るようになって いる。 この融合による
結果 、A.o彫aeチ ロシナーゼにお いてはチオ レ ドキシンを融合 させ ない場合に比べ、は
るかに可溶 化量の多いまた活性の高 いリコンビナン トチ ロシナーゼ(trx-TY)を 得 ることが
出来た。また18℃ にて瓦colf形 質転換体をIlyrG誘 導 を行 った場合、最 も可溶化量の多い
チオ レ ドキシン融合プロチロシナーゼ(trx-proTY)を 得 ることが出来た。trx-proTYは そ
のままでは活性を持たず、カ ビ由来のネイティブ酵素と同様に酸処理 によ り、チ ロシナー
ゼへ と活性化された。
(2)trx-proTYの 精 製 と分 子特 性
trx-proTYの 精 製 はチ オ レ ドキ シ ン とプロチ ロ シナーゼ の 問 のア ンカ ー領域 に存在 す る
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ヒス チ ジ ンタ グを利用 したニ ッケ ル キ レー トカ ラム を用 いて行 った(Table2)。 一段 階 の
精 製でSDS-PAGE的 に均 一 なtrx-proTY精 製標 品 を得 る こ とが 出来 た(Fig.5)。 酸 活性 化
したtrx-TYは ネ イテ ィブ酵素 と同等 の比活 性 を持 って お り、至適温 度 、至 適pHと も同 じ
で、 高次構 造 の点 で も同様 にホ モ テ トラマ ー構造 を形 成 して いた こ とや 、酸活 性 化 前後 で
ネイ テ ィブ酵 素 と同様 な2次 構造 変 化が 起 こって いた こと、 また原子 吸光 分 析 によ る解 析
の結果 、サ ブユニ ッ ト1モ ル 当た り2g原 子 の銅 を含有 して いた ことよ り、trx-TYを 用 いて
活性 中心 内の銅 原 子 の解 析 を行 う に当 た り、大 きな問 題点 はな い と考 え られ た ので 、 この
発現 系 、精 製 系 を用 いてA。 α脇aeチ ロシナ ーゼ の銅原 子 配位 の解 析 を行 う ことに した。
第3章A.o収zaeチ ロシナ ーゼ の銅 原子 配位 の分 子機 構
(1)A.Ofyzaeチ ロシナーゼ の 銅原 子配位 ア ミ ノ酸残 基 の決 定
5.cerθvゴsj∂eを 宿 主 と し発現 させ た ヒスチ ジ ン残 基変 異 チ ロシナーゼ にお いて チ ロ シナ
ゆ
一ゼ活 性 が完 全 に消 失 した8変 異酵 素(His63Asn 、His84Asn、His93Asn、His290As11、
His294Asn、His332Asn、His333Asn、Cys82Ala)に つ いて更 な る解 析 を行 うた め に且
colfを 宿 主 と して 発現 させ た。 さ らにニ ッケル キ レー トカ ラム を用 いて 各変異 酵 素 を精 製
した(Fig,6)。 各 々 の変 異チ ロシナー ゼ はS。cerevfsfaeを 宿 主 とし発現 させ た時 と同様 に
全 て活 性 を消 失 して いた(Fig.7)。 これ らを用 いて原 子 吸光 分析 を用 い た各変 異 酵素 の
銅 原子 の定 量 を行 った(Fig.7)。 そ の結果 、 これ らの 変異 酵 素 の銅含 量 はwildtypeの 銅原
子 含 量 に比べ て 、 半分 以下 に減 少 して い る こ とがわ か った 。次 に変 異 によ る各酵 素 の2次
構 造変 化 を調 べ るた め にCDス ペ ク トル解 析 を行 った と ころ、2次 構造 的 には大 きな 変化
は見 られ なか った(Table3に は代 表 的 な ものだ け を示 した)。 以 上の ことよ り、 これ らの
変 異 酵素 の失 活 は銅 原 子の 欠損 に起 因 した もので ある ことが わか った。 またPCMBを 作用
させ る とtrx-TYが 失活 す る こ とか ら(Table4)、PCMB処 理後 、チ ロシナー ゼ の銅含 量 を
測定 した と ころ、,銅含 量が大 幅 に減 少 した(Table4)。 また 、PCMB処 理 によ る、2次 構 造
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変 化 を調 べ た と ころ、 アポ酵 素 型 の構造 と類 似 して いた(Table5)。 こあ こ とよ り、
PCMBに よ って修 飾 され るの はCys82で あ り、 この残 基 は銅 原子 の配 位 に関与 して い る と
考 え られ た。 以 上 の こ とよ り、.A.o㎜eチ ロシ ナー ゼ の活性 中心 内 の銅原 子 はHis63、
His84、His93、His290、His294、His332、His333、Cys82に よ って配位 されて い る こ
とが明 らか とな った。
っ ぎに各 変異 酵 素 の銅 の配 位構 造 を調 べ るため にEPR(電 子常磁 性共 鳴)ス ペ ク トル を用
いた解 析 を行 った 。チ ロシナーゼ はタイ プIII銅 を持 つ銅 タ ンパ ク質 で あ り、活性 中心 内 に
存 在 す るCuA並 び にCuBの 銅原 子 が酸 素原 子 を介 して カ ップ リング し、銅原 子単 独 で 生
ず る奇数 の ス ピン シグナル を相殺 す る ことによ るEPR不 活性 型(EPRsilent)の 銅 原子 を持
つ ことが わ か って い る。Wildtypeのtrx-TYをEPRス ペ ク トル を測定 した結 果 、EPR
silentの 状 態 で ある ことを確 認 した。 次 に精 製酵 素 の収量 の多か ったHis63Asn、
His93Asn、His290Asn、His294Asn、Cys82Alaに つ いて それぞ れ 、EPR解 析 を行 った
結 果 、EPRス ペ ク トルが検 出 され た(Fig.8)。 これ は変 異 によ って活性 中心 内 の2つ の銅 原
子 の うち1つ の銅 原子 が 欠落 した こと による もので あ る と考 え られ た。
(2)A.α ㎜ θチ ロシナ ーゼ の銅原 子 配位 モチ ー フの 決 定
A.ory獺eチ ロシナーゼ の銅原 子 配位 を行 うア ミ ノ酸 残 基 の決 定 を行 った ので 、次
に、ヘ モ シ アニ ンの配位 構造 を もとにCuA並 び にCuBそ れ ぞ れ を配位 す るア ミ ノ酸残 基
の決 定 を行 った。、4.oryzaeチ ロ シナー ゼ にお いて はヘ モ シアニ ンとの相 同性 か らCuA
は 、63、84、93番 目の ヒスチ ジ ン残基 と82番 目の シス テ イ ン残基 が 、 またCuBに は
290、294、332、333番 目の ヒスチ ジ ン残基 が配 位 に関与 して い る ことが推 定 され た ので
これ をも と に、cuA配 位 推定 残基 で あ るHis63とcuB配 位 推定残 基で あるHis290、294、
332、333の 中 か らの1つ ずつ を選 ん だ2重 変 異チ ロシナ ーゼ と、CuB配 位 推定 残基 で あ る
His290とCuA配 位推 定残基 で あ るHis63、84、93とCys82の 中か らの1つ ず つ を選 ん だ2
重変 異チ ロ シナー ゼ の計7種 の2重 変 異酵 素遺 伝子 を作製 した(H63N/H290N、
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H63N/H294N,H63N/H332N,H63N/H333N,H290N/H$4N,H290N/H93N,
H290N/C82A)。 さ らに これ らの2重 変異 酵 素遺伝 子 をEco11を 宿 主 と して発現 させ 、
さ らに酸活 性 化 後 、 チ ロシナ ーゼ活 性 を確認 した と ころ、全 て の2重 変 異 酵 素 にお いて 活
性 は見 られな か った。 各 々の2重 変 異 酵素 を精 製 後(Fig.9>、 それ ぞ れ の銅含 量 を測 定 した
と ころ、全 て の2重 変 異酵 素 の銅原 子 は完全 にな くな って いた(Fig.10)。 また、変 異 に よ
る2次 構 造 的 な大 きな変 化 は見 られ なか った。 以 上 の こ とよ り、CuAは 、63、84、93番
目の ヒスチ ジ ン残 基 と82番 目の シス テイ ン残 基 が、CuBに は290、294、332、333の ヒ
スチ ジ ン残 基 が配 位 に関 与す る ことを決定 した。 さ らに、 これ らの結果 をふ まえてTable
6に 示すEPRの パ ラメ ー ターの解 析 か らA.α 脚aθ チ ロ シナ ーゼ にお いて 明 らか とな った
CuA、CuB銅 原 子配 位 結合 構造 を考 察す る。銅原 子 とア ミ ノ酸残 基 の配 位:構造 はTable6
に示 され たg⊥ 値 、gil値 、A値 か ら予測 され た 銅原子 配 位構 造 によ る と、CuAは3残 基 の
ヒス チ ジ ン と、1残 基 の シス テイ ンか らな る4頂 点 の 中心 に配 位す る結 合 構 造 が明 らか と
な った。 一方 、CuBは そ の4頂 点 に いず れ も、 ヒス チ ジ ン残 基が 占め る。 本研究 にお いて
作 製 され た変 異 タ ンパ ク質分 子 うち、His93AsnとHis290Asn変 異 酵 素 にお いては活 性 中
心 に残 った銅 原 子 の配位 構造 は歪 んだ四 面体 の4配 位 構 造 を とる こ とが 予測 され た。 これ
は ネ イテ ィ ブ酵 素 の銅原 子配 位構 造 と類 似 して い る と考 え られ る。一 方 、His63Asn、
His294Asn、Cys82Ala変 異酵 素 の活 性 中心 に残 った銅 配 位構 造 は正方 形 型 の4配 位 構造
で あ る ことが 予測 され た。 しか し この配 位構 造 は変異 によ り、 も との配 位構 造 が崩 れ た も
ので ある と考 え られ る。 一般 的 に はCu2+は 正方 形 の中 心 に位置す る配 位 構 造 を好 み 、Cu+
は正 四 面体 の中 央 に位置 す る配 位 構造 を好 む と言 われ て い る。生体 内 中 の銅 タ ンパ ク質 中
の銅 配 位 の結 合 構造 はCu+もCu2← も正四 面体 と正方 形 の 中間 で ある歪 ん だ四 面体 構造 を と
る と推 定 され て い る。 これ によ りCu+か らCu2+へ の変 換 、そ の逆変 換 にお いて大 きな エ ネ
ル ギー 変化 を伴 わず に進 行で き る。そ の結果 、反 応速 度 を非 常 に大 き くす る ことがで き る
よ うにな って い る ことが 考 え られ 、A.o汐zaeチ ロシナー ゼ にお いて も、 これ と類 似 した
銅 原 子 配位 構 造 を保 持 して い る こ とが考 え られ た。
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結論
本研究 においてA.oワ:zaθ チロシナーゼ の活性中心内の2つ の銅原子 を配位するア ミノ
酸残基 を決定 した。CuAは 、63、84、93の3つ の ヒスチジン残基 と82の システイン残基
によって配位 され、CuBは 、290、294、332、333の4つ のヒスチジン残基 によって配位
されていることがわかった(Fig.11)。 このA.06%θ チ ロシナーゼのCuA並 びに、CuBに
それぞれ4ア ミノ酸残基配位のモチーフは従来全 く知 られていなか った新規 のモチー フで
ある。今 までの報告では、同 じタイプIII銅を持って いるヘモシアニンとの相 同性か らチ ロ
シナーゼ活性 中心内のCuA、CuBと もそれぞれ3つ のヒスチジン残基 によって配位 されて
いる と推定 されていた。CuB配 位領域はチ ロシナーゼ、ヘモシアニ ンとも相同性が比較的
高いが、CuA配 位領域はチ ロシナーゼ、ヘモシアニンの間では相同性 はない。CuAに お
けるタンパ ク質 の1次 構造の比較という点 において も、また2つ のタ ンパ ク質の大きな違
いであるチ ロシナーゼ活性の有無 という点において も、銅原子配位構造 を持つ活性 中心構
造が全 く同じであるとは考えるのは難 しい。その点で、CuB配 位残基が4つ のヒスチジ ン
残基 によって配位され、ヘモ シアニ ンとは違 うCuB配 位構造を持 って いることがわかった
ことはタイプIII銅タンパ ク質で あるチ ロシナーゼにおける活性 中心 の研究 にとって新 しい
知見を得 ることができた とも言える。また、N.crassaチ ロシナーゼにはヒスチジン残基
とチオエーテル結合を形成す るシステイ ン残基が存在する とい う報告が あるが、それ に相
当する.A。oryzaeチ ロシナーゼの82番 目の システイ ン残基はCuAの 配位 に関与 していた。
この点 において もヘモシアニ ンのCuA配 位構造 とは大 きく異なる。 これ らは今 まで見つ
か って いない銅配位構造で あり、新規な銅配位構造 を提出したもので ある と言える。 この
ように、A.oτyzaeチ ロシナーゼにおいては銅配位構造 はヘモシアニ ンと類似 して いると
推定 されていたが、本研究 によ り配位構造 は大き く異なることが明 らか とな った。
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α 費Hellxβ 齢Sh㏄tβ ・TumRandom
WT 25.7 31.5 10.2 32.6
C82A 21.7 28.7 14.3 35.3
H84N 23.3 34.3 10.8 31.6
H294N 23.4 31.1 12.4 33.0
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論 文 審 査 結 果 要 旨
チ ロシナーゼは多 くの生物 に存在 し,生 体防御物質の1つ であるメラニ ン形成 の初発 反応 の レチ ロシ
ンか らL「ドーパ とそれ に続 くL一 ドーパか ら ドーパ キノンの2つ の反応 を触媒する酸化還元酵素 である。
チ ロシナーゼ は活性 中心 に2つ の銅原子(CuA,CuB)を 含 む銅 タンパ ク質である。銅 タンパ ク質について
の研究 は他の タンパ ク質 の研 究 と比べ て歴史が古 い。 しか し,そ の配位構 造にお いてはその複雑 さ,多
様 さか ら研究が進展 しに くい もの とされてきた。 しか し,近 年 にな り遺伝子工学,タ ンパ ク質工学が急
速 に発展 し,し だいにその構造が明 らかにな りつつ ある。
本研究 においては麹菌(Aspe磐 沼μso型 βαe)チロシナーゼ における銅原子 配位構造 を明 らかにす ること
を目的 とした。チ ロシナーゼの銅原子配位構造におい て類似性 の高いの ものでは酸素運搬体 のヘモ シア
ニ ンが見つか ってお り,こ れ につい てはX線 結晶構造解析 が行 われ,活 性 中心構造 がすでに明 らか と
なっている。研 究の手法 と しては部位特異的変異 を用い,変 異酵素 を酵母を宿主 と して取得 し,さ らに
活性測定 を行い,配 位残基 を推定 した。 また大腸菌 を宿主 と して発現 させ,各 々の変異酵 素について精
製 を行 い銅含量 を測定す るとともに,円 偏 光二色性並 びに電子常磁性 スペ ク トルを測定 した。 その結果
63,84,93,290,294,332,333の ヒスチジ ン残基が銅原子 の配位 に関与 してい ることを明 らかにす
ることが出来 た。
また,1艶 脚08porαcrα88α チ ロシナーゼにおい て活性中心推定部位近傍 に発見 されたチオエ ーテル結
合がAoηgαeチ ロシナーゼにおいて も存在するか どうかを検討 した。手法 としてはチオエーテル結合 を
形成す る可能性 のあるシステイ ン残基 に部位特異的変異 を導入 し,変 異酵 素を大腸 菌 を宿主 として発現
させ,変 異酵素の精製 を行 い,銅 含量,円 偏光二色性並 びに電子常磁性スペク トル を測定 した。その結
果,シ ステイン残基 はAα ッgαeチ ロシナーゼにおいてはチ オエーテル結合を形成せずに銅原子 を配位 し
ていることが明 らか となった。
さらにAoη2αeチ ロシナーゼにおいて銅原子 を配位す ると決定 されたア ミノ酸残基 について2つ の銅
原子の どち らを配位するのかを部位特 的変異 を用いた二重変異酵素 を作製 し,銅 含量 を測定す ることに
より決定 した。その結果,63,82,84,93の ア ミノ酸残基はCuAを,290,294,332,333の アミノ酸
残基 はCuBを 配位 してい ることが明 らか となった。
以上の結果 より,麹 菌 においては今 まで推定 されて きたチ ロシナーゼの銅原子 配位構造 とは異なるこ
とが本研究 によって初め て示 された。すなわちそれぞれの2つ の銅原子 は3つ ではな く4つ の アミノ酸
残基に よって配位 されているこ とが証 明された。候補者 は本研究で,麹 菌チ ロシナーゼにおいて新規 な
銅原子配位構造モ デルを提出 した と言 える。 よって審査 員一同は候補 者 を博士(農 学)の 学位 を授与 され
るに充分の資 格を有す る と認定 した。
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